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Priv. Doz. Dr, rer.nat. Burkhard Hermann Brandt 



Verfahren zur Charakterislerunq von Prlmartxamoren 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren 
zur Charakterisierung von Primartumoren bzw. einzelnen 
Bereichen hiervon aus dem peripheren Blut^ Derartige Ver- 
fahren werden ben5tigt, urn eine Einschatzung des Maligni- 
tatsgrades, der Invasivitat bzw* des Metastasierungspo- 
tentials von Primartumoren zu erstellen. 

Derartige Verfahren werden ftir alle Arten von Txamoren/ 
insbesondere fUr Maromakarzinome/ Ovarialkarzinome^ Kolon- 
karzinome, Magenkarzinome, Prostatakarzinome und Blasen- 
karzinome benOtigt. 

Das Prostatakarzinom (PCa) ist eines der haufigsten ma- 
lignombedingten Todesursachen in der westlichen Welt. 
Nach prognostischen Kriterien lassen sich drei Typen des 
Prostatakarzinoms ableiten: (1) das kleine schmerzlose 
Karzinom, das wahrend der Lebensspanne des Patienten 
nicht zu einem klinisch auffalligen oder metastasierenden 
Karzinom heranwachst; (2) das langsam wachsende Karzinom, 
das zu Beginn regionallymphatisch und erst spat in das 
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Skelett metastasiert; (3) das frtih metastasierende Karzi- 
nom, das die ganze Prostata diffus befSllt und unifiitt el- 
bar in das Skelett metastasiert. Derzeit besteht nur ftlr 
frtlhe, d.h. noch organbegrenzte Tumor stadi en, die M6g- 
lichkeit einer kurativen Therapie. HierfUr stehen die ra- 
dikale Prostatektomie oder Strahlenbehandlung zur VerfU- 
gung. Die optimale Behandlungsart ist jedoch noch Gegen- 
stand-der Diskussion. Etwa 15% der durch radikale Prosta- 
tektoniie entfernten Prostatakarzinome zeigen Charakeri- 
stika wie bei asymptomatischen Autopsiebefunden und er- 
scheinen relativ gutartig zu sein, d.h. organbegrenzt und 
gut dif ferenziert bei kleinem Tumorvolumen. Obwohl der 
natarliche Verlauf dieser Karzinome noch nicht ausrei- 
chend bekannt ist, wird vermutet, dafi diese Karzinome 
mOglicherweise keiner Behandlung bedUrfen. Etwa die HSlf- 
te aller ProstataprSparate nach radikaler Prostatektomie 
zeigen jedoch einen hOheren Anteil schlecht dif ferenzier- 
ter lebensbedrohlicher Karzinome als dies an Hand der 
praoperativen Biopsien vorhersagbar wSre. Dies verdeut- 
licht damit die schlechte Vorhersagbarkeit des Maligni- 
tatsgrades, so daB die aktive Behandlung von klinisch als 
unbedeutend eingestuften Karzinomen mSglicherweise doch 
die richtige Entscheidung sein kSnnte. Es fehlen Parame- 
ter, vim vor einer Behandlung zwischen potentiell lebens- 
gefahrdenden Prostatakarzinomen und solchen mit relativ 
gutartigem oder sogar asymptomatischem Verlauf unter- 
scheiden zu kSnnen. 

Auch der klinisch etablierte Tumormarker PSA hat sich 
nicht als Metastasierungsmarker erwiesen. (Jhaveri et al. 
Urology 1999 Nov. ;54 (5) : 884-90; Pound et al. JAMA 1999 
May 5;281 (17) :1591-7; Wolff et al. Eur Urol 
1998;33 (4) :376-81) . Inzwischen ist mit dem freien PSA ein 
weiterer Serumparameter verftigbar. Eine Verbesserung des 
Stagings der Patienten konnte damit jedoch nicht erzielt 
werden (Lin et al. Urology 1998 Sep; 52 (3) : 366-71) . 
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Die RT-PCR zur Bestiinmung der PSA mRNA ist inzwischen die 
am meisten verbreitete Methode zum Nachweis zirkulieren- 
der Prostatakarzinomzellen. Erste klinische Studien erga- 
ben eine hohere diagnostische Sensitivitat und Spezifitat 
far das praoperative Staging mit Hilfe der PSA-RT-PCR im 
Vergleich zu bildgebenden Verfahrexx/ PSA im Serum und hi- 
stologischer Klassif ikation (Katz et al-. Cancer 75, 
1642-1648, 1995) . Die weitei^n Studien zeigten, dafi der 
PSA-mRNA-Nachweis bei ca- einem Sechstel der Patienten 
mit organbegrenztem Tumor (pT2) und etwa einem Viertel 
der Patienten mit extrakapsuiarer Ausbreitung (pT3- 
Tumoren) positiv ist (Melchior et al . Clin Cancer Res 
1997 Feb;3 (2) :249-56) • Allerdings entwickelte nicht jeder 
Patient mit positivem PSA-mRNA-Nachweis eine progrediente 
Erkrankung. 

Einen weiteren maglichen Parameter fUr das molekulare 
Staging stellt die mRNA des prostata-spezif ische Membran- 
antigen (PSMA oder PSM) dar (Israeli et al., J Urol. 153, 
573-577, 1995 ) . Bei PSA-negativen, anaplastischen Tumo- 
ren und Knochenmetastasen konnte eine hohe PSM-Expression 
nachgewiesen werden. Da die cDNA-Sequenz des PSM bekannt 
ist, konnten Studien mit der, RT-PCR zum Nachweis zirku- 
lierender PSM positiver Zellen im peripheren Blut durch- 
geftlhrt werden (Israeli et al,. Cancer Res. 53, 227-230, 
1993; Israeli et al. Cancer Res. 54, 1807-1811, 1994b; 
Israeli et al . , J Urol. 153, 573-577^ 1995; Loric et al. 
bestatigten mittels RT-PCR des PSM, daJB eine hamatogene 
Aussaat von Prostatakarzinomzellen bereits bei lokal be- 
grenzten Tumoren (pT2a und pT2b) stattfindet (Loric et 
al., Clin. Chem. 41, 1698-1704, 1995). In einigen Studien 
wurde eine hohere Sensitivitat der PSM-RT-PCR gegentUDer 
der PSA-RT-PCR bei prostatektomierten Patienten gefunden 
(Isreali et al.. Cancer Res. 54, 1807-1811, 1994b. Andere 
Autoren berichten, dafi der Marker bei metastasierenden 
Prostatakarzinomen weniger sensitiv war (Cama et al., J 
Urol. 153, 1373, 1995) und Von f alsch-positiven Ergebni- 
sen der PSM-RT-PCR bei gesunden Kontrollpersonen (Lintula 
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et al., J Urol. 2, 155, 693A, 1996). Die klinische Rele- 
vanz auch der PSM-RT-PCR mufi deshalb- in weiteren Studien 
gekiart werden. 

Ein komplementarer Parameter zum Nachweis der PSA-mRNA 
kOnnte die Bestiinmung der mRNA des hvimanen glandulSren 
Kallikrein (hK2) sein. Das Protein wird prostataspezi- 
f-4sch exprimiert und weist zum PSA eine Strukturhomologie 
von 80% auf. In der Studie von Corey et al. wurde nur bei 
einem Drittel der PSA-positiven Patienten auch ein posi- 
tiver Nachweis ftir hK2 geftihrt, wahrend bei 50% der fUr 
das hK2 positiven Proben die PSA-RT-PCR negativ waren 
(Corey et al.. Urology 50, 184-188, 1997). 

Neben den Problemen, die durch eine illegitime und eine 
physiologische, aber nicht tumorspezifische. Expression 
von Genen, entstehen, kann von der biologische Rationale 
her festgestellt werden, daB der Nachweis zirkulierender 
Tumorzellen mittels RT-PCR der mRNA von organspezif ischen 
Markern der Prostata keine Aussagen tiber die Anzahl der 
Zellen und ihre Fahigkeit zu metastasieren erlaubt. Des- 
halb ergibt sich die Notwendigkeit, nach weiteren moleku- 
laren Markern zu suchen. 

Insgesamt fehlen also prognoserelevante Parameter, die 
praoperativ den Typ des Karzinoms erkennen lassen. Des- 
halb bleibt die Kontroverse iiber den Sinn der Frtlhdiagno- 
stik und den Stellenwert der operativen Th6rapie des Pro- 
statakarzinoms bestehen. Damit bleibt auch die Frage nach 
der Fahigkeit der Prostatakarzinomzellen zu metastasie- 
ren, denn 20% der Patienten mit organbegrenztem Karzinome 
und negativem Knochenszintigramm bekommen Metastasen 
trotz der vOlligen operativen Entfernung des Primartu- 
mors. Andererseits werden 50% der Patienten mit einem 
operablen Prostatakarzinom voraussichtlich nicht an ihrem 
Karzinom sterben. 
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Ausgehend von diesem Stand der Technik stellt sich die 
vorliegende Erfindung die Aufgabe/ ein Verfahren zur Cha- 
rakterisierung von Primarttamoren bzw. einzelner Bereiche 
von Primartimoren zur VerfUgung zu stellen, mit deia ein 
zuveriassiges Staging und eine zuveriassige Prognose der 
Tumoren bestiiamt werden kann, 

Diese Aufgabe wird durctx^ das Verfahren nach Anspruch 1 
und die Verwendungen nach Anspruch 15 gel5st. Vorteilhaf- 
te Weiterbildung des erf indungsgemafien Verfahrens werden 
in den abhangigen Ansprtlchen sowie den auf Verwendungen 
des erf indungsgemaBen Verfahrens gerichteten Ansprtlchen 
gegeben. 

Das vorliegende erf indungsgemafie Verfahren beruht vor- 
teilhafterweise auf der Analyse kurzer einfacher repete- 
tiver Sequenzen, der DNS, insbesondere aber nicht aus- 
schlieBlich so genaimter Microsatelliten-DNS . 

Es gilt als wissenschaf tlich anerkannt, dass die Bildung 
und Ausbreitung von malignen Tumoren mit einer Akkiamula- 
tion von multiplen genetischen Veranderungen, die z.B. 
Gene der Zellzykluskontrolle oder der Zelldif f erenzierung 
betreffen, verbunden ist. Kurze polymorphe DNS~Sequenzen, 
angefangen bei einer Base Lange, konnen als empfindliche 
Marker dieser Veranderungen dienen, Eine sehr gut unter- 
suchte Gruppe dieser polymorphen^ Sequenzen sind die soge- 
nannten Mikrosatelliten, die aus 10 bis 60 repetetiven 
Sequenzen von 2 bis 5 Basenpaaren bestehen und eine Lange 
von < 1 kb haben. Hierzu gibt es eine vielfaitige Litera- 
ture Loeb L.A*/ Cancer Res. 51:3075-3079, 1991; Fearon 
E.R., Vogelstein B. Cell 61:759-767, 1990; Peltomaki P. 
et al.. Science 260:810-812, 1993; Isaacs, W. B. Carter, 
B. Cancer Survival 11: 15-24, 1991; Kunimi, K. et al-. 
Genomics, 11: 530-536, 1991; Suzuki, H.; Komiya, A, ; 
Aida, S.; Akimoto, S.; Shiraishi, T.; Yatani, R.; Igara- 
shi, T.; Shimazaki, J., Cancer Res., 6: 956-61, 1995,; 
Uchida, T. et al.. Oncogene 10: 1019-1022, 1995; Berthon, 
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P. et al./ Br. J. Cancer 72: 946-51, 1995; Carter, B. S. 
et al., PNAS 87: 8751-5, 1990; Egawa, S. et al.. Cancer 
Research 55: 2418 - 2421, 1995; MacGrogan, D. et al.. 
Genes, Chromosomes and Cancer 10: 151-9, 1994; Macoska, 
J. A. et al.. Cancer Research 54: 3824 - 3830, 1994; 
Bova, G. S. et al., Cancer Research 53: 38 69 - 3873, 
1993; Gao, X. et al.. Cancer Research, 55: 1002 1005, 
1995; Macoska J A et al., Cancer Research .55: §390 - 
5395, 1995; Suzuki H et al. Genes, Chromosomes and Can- 
cer, 13: 168-74, 1995; Trapman J et al.. Cancer Research, 
54: 6061 - 60 64, 1994; Vocke C D et al.. Cancer Research, 
56: 2411 - 2416, 1996; Cheng L et al., J Nad Cancer Inst 
1998 Feb 4; 90 (3) :233-7; Takimoto Y et al.. Cancer 2001 
Jan 15; 91 (2) : 362-70. 

Erf indungsgemaii werden nun Alterationen derartiger Mikro- 
satelliten-DNS untersucht und so unter Zuhilfenahme der 
Darstellung genet ischer VerSnderungen ein Nachweis, eine 
Charakterisierung, Quantifizierung und eine Prognoseab- 
schatzung ftlr T\amoren durchgef tihrt . Dabei kSnnen T\amoren 
dahingehend charakterisiert werden, ob sie prolif erativ, 
nicht-proliferativ oder apoptotisch sind. Der Maligni- 
tatsgrad, die Invasivitat, beispielsweise beztiglich Or- 
gantiberschreitung, und Metastasierung konnen aufgrund des 
erf indungsgemaBen Verfahrens durch die Genotypisierung 
von Zellen aus Zellhaufen bestimmt werden. Insbesondere 
k5nnen beispielsweise aus Blutproben isolierte Tumorzelr 
len einzelnen Bereichen eines multifokalen Tumors zuge- 
ordnet werden, d.h. ihre Klonalitat bestimmt werden. tJber 
ein derartiges Grading ist eine Prognoseeinschatzung und 
eine Feinklassif izierung der Primartumoren mOglich. 

Dies ist insbesondere mbglich, wenn Zellhaufen von Tumor- 
zellen aus Blutproben, Urin- oder Gewebeproben isoliert 
werden . 

Als besonders vorteilhaft hat sich die Analyse der-Mikro- 
satelliten herausgestellt, die im Anspruch 4 angegeben 
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sind. FUr einige dieser Mikrosatelliten wurden wie in An- 
spruch 6 angegeben, eine Multiplex-PCR zur Amplif ikation 
der DNS entwickelt, wobei insbesondere durch die Auswahl 
der Mikrosatelliten und der wie in Anspruch 8 ahgegebenen 
Primer ftlr die Multiplex-PCR bewirkt wird, dafi die Mikro- 
satelliten jedes Multiplex- PCR-Ausatzes tiber moglichst 
viele Chromosomen verteilt sind und die Menge der ampli- 
fizierten Fragmente fsich zwischen den einzelnen Mikrosa- 
telliten derart unterscheiden, dafi eine Auf trenniang, bei- 
spielsweise mittels anschliefiender Kapillarelektrophore- 
se, problemlos moglich ist. 

Die Trennxing und Auswertung der PGR kann beispielsweise 
auf einem automatisierten System, wie beispielsweise dem 
ABI Prism 310 Genetic Analyzer™ erfolgen. Reproduzierba- 
re An^Jlifikationsmuster sind dabei in einem Konzentrati- 
onsbereich von 100 ng bis herab zu 1 ng eingesetzter DNS 
mOglich. Die untersuchten genomischen Alterationen der 
Mikrosatelliten-DNS betreffen zxam einen den sogenannten 
LOH-Wert (Loss Of Heterozygosity) und zum anderen den 
RER-Wert (Replikationsfehler) . 

Ftir die Berechnung des Loss of. Heterozygosity (LOH) wird 
die publizierte Formel Canzian et al. Cancer Res 1996 Jul 
15;56(14) : 3331-7 

LOH Score = Peakfiache Allel 2 Txmor x PeakflSche Allel 1 
Normalgewebe / Peakfiache Allel 1 tumor x Peakfiache Al- 
lel 2 Normalgewebe 

verwendet. Die Formel basiert auf Untersuch\angsergebnis- 
sen, die mit einem analogen genetischen Analysesystem er- 
mittelt wurden. In die Berechnving geht das Verhaitnis der 
Peakfiachen der Allele in einem Lauf ein. In Tabelle 1 
ist am Beispiele des Markers D13S153 gezeigt, dafi die 
Quotienten der Peakfiachen mit niedrigem Variations- 
koeffzienten bestimmbar sind. Damit erlaxaben die erfin- 
dungs^emafien Multiplex-PCR-Protokolle eine reproduzierba- • 
re und sensitve Bestimmung eines LOHs. 
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Tabelle 1: Vergleicdi der Quotienten fUr die 
Allele 1 und 2 bei MCF-7-Zellen 



PCR-Nr. 


D13S153 Al 


D13S153 A2 


Quotient 
A1/A2 


1 


9227 


11393 


0,8 - 


2 


5593 


e431 


1,M 


3 


7663 


8315 


0,92 


4 


13123 


12544 


1,04 


5 


9674 


10576 


0,91 


6 


9538 


9405 


1,01 


7 


11847 


11137 


1,06 


8 


8240 


7896 


1,04 


9 


11125 


12090 


0, 92 


10 


12197 


11325 


1, 07 



Mittelwert 0' 
Standardabw. 0, 10082438 



In die Berechnung eines "replication errors" (RER) geht 
auch die LSnge der Fragmente tiber einen Faktor ein, der 
den Schwerpunkt der Peakverteilung reprSsentiert . 

Die \antere Nachweisgrenze bei der Multiplex-PCR mit drei 
Primerpaaren wurde sowohl an DNA aus den Zellinien SK-BR- 
3 Tjnd LNCaP als auch an Patienten-DNA (Vergleich Tiimor- 
DNA Leukozyten-DNA) bestimmt. Ein reproduzierbares Ban- 
denmuster wurde fiir alle polymorphen Marker bis zu einer 
Konzentration von > 1 ng DNA erzielt. Das entspricht ei- 
ner Zahl von ca. 50 Zellen. 

Vorteilhafterweise werden die zu untersuchenden Txmiorzel- 
len aus einer Probe, beispielsweise einer Blutprobe, iso- 
liert bzw. angereichert, in dem zuerst laittels Dichtegra- 
dienten-Zentrifugation epitheliale Zellen angereichert 
werden und anschliefiend eine immiinomagnetische Isolierung 
bzw. Anreicherung Zytokeratin-positiver und/oder PSA- 
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positiver Zellhaufen durchgeftihrt wird. Hierzu werden ma- 
gna tische Beads verwendet/ an die entsprechende AntikSr- 
per gebvinden sind. Die Dichtegradienten-Zentrifugation 
erfolgt dabei vorteilhafterweise wie in Brandt \ind Gri- 
watz, Clin. Chem. 42, Nr. 11 1996, S. 1881-1882 beschrie- 
ben. Diese Druckschrift wird hiermit beztiglich ihres ge- 
samten Of f enbarvmgsgehaltes in die vorliegende Anmeldung 
auf genommen . Die viinmunomagnetische Zellisolierung erfolgt 
vorteilhafterweise wie in Griwatz et al . , J. Immunol. 
Meth. 183, 1995, S. 251-265 beschrieben. Auch als Primar- 
antikSrper wurden die folgenden JSmtikOrper verwendet: 
rabbit-mouse anti-PSA, mouse anti-Zytokeratin- 
biotinyliert, mouse anti-cFas, mouse anti-M30, mouse an- 
ti-Mibl und mouse anti-Hl/H3-Histonproteine und als Se- 
kundarantikOrper die folgenden Antik5rper: anti-rabbit 
und anti-mouse mit Alexa-488 und -594 oder FITC, Cy5, 
Cy3, RPE, markiert. 

Entscheidend bei der vorliegenden Isolierungsmethode ist 
dabei, dafi ftlr das molekulare Staging letztlich nur Zell- 
haufen ausgewertet werden, die durch das genannte Verfah- 
ren isoliert werden. Als besonders vorteilhaft hat sich 
dabei herausgestellt, wenn wahrend der Dichtegradienten- 
Zentrifugation mit hyperosmolaren Medien gearbeitet wird. 
Dadurch schrumpfen die Zellen der Zellenhauf en, so dafi 
bei der anschliefienden immunomagnetischen Zellisolierung 
die verwendete saule nichjt durch die Zellhaufen verstopft 
wird. Dies fUhrt zu einer erheblich erhOhten Ausbeute an 
Tumorzellen aus der Blutprobe, so daB fast ausschliefilich 
Tumor zellen auf dem objekttrSger zu finden sind. 

Es stellte sich heraus, daB nach diesem Verfahren iso- 
liert e Zellen tiberwiegend als Zellhaufen vorliegen, die 
positiv auf den Nachweis von PSA und Zytokeratin sind. 
Alle Patienten mit einem Prostatakarzinom wiesen derarti- 
ge Zellhaufen auf, wahrend die Kontrollproben fUr den 
NachWfeis derartiger Zellen negativ waren. Die Gr5Beder 
Haufen reicht dabei von 2 bis 70 Zellen, wobei die Anzahl 
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der Haufen in 20 ml peripherem Blut zwischen 1 und 5400 
betmag. Allerdings weisen etwa 90 % der Patienten mehr 
als 100 Zellen auf (und damit wird die Nachweisgrenze 
tiberschritten) . 

Es konnten aufgrund der Zellmorphologie und der KernfSr- 
bung prinzipiell zwei Klassen von Zellhaufen unterschie- 
den werden. In groBer Zahl wurden Haufen bestehend aus 
dysmorphen Zellen gefunden. In einzelnen Fallen waren in 
diese kleine runde kernhaltige Zellen eingeschlossen. Da- 
neben wiesen 25 der untersuchten 74 Patienten mit Prosta- 
takarzinom Haufen auf, die nur aus kleinen, ca. 5 bis 7 
pm Durchmesser aufweisenden, runden und kernhaltigen Zel- 
len bestanden. Die meisten der Patienten (ca. 60 %) hat- 
ten weniger als 10 derartige Zellhaufen in 20 ml Blut 
nachweisbar. In- drei Fallen waren jedoch bis zu 200 der- 
artige Zellhaufen nachweisbar. 

Beide Gruppen von Zellhaufen unterscheiden sich bezUglich 
ihres Nachweises auf die Apoptosemarker c-Fas und M30, 
sowie die Prolif erationsmarker Mib-1 und H1/H3. Die dys- 
morphen Zellhaufen waren ftir die Marker cFas und M30 po- 
sitiv, wahrend die Gruppe der kleinen, runden, kernhalti- 
gen Zellhaufen negativ war. 

Fig. 1 zeigt in Teilbild A den Zelldurchmesser, bevor die 
Zellen durch Suspension in einen hyperosmolaren Puffer 
ftir die Dichtegradienten-Zentrifugation suspendiert wur- 
den. Der Zelldurchmesser betragt dabei im Durchschnitt 
8,02 pm. Fig. 2B zeigt demgegenUber den Zelldurchmesser 
nach Aufnahme in einen hyperosmolaren Puffer wie Nycoprep 
bzw. Polymorphprep. Der Durchschnittsdurchmesser verrin- 
gerte sich hierbei auf 4,97 ]xni. 

Im Folgenden wird die Zellisolierung beispielhaft ftir 
verschiedene Zell- und Tumortypen angegeben. 

I. Isolierung von Zellen aus einem Mamiaa- bzw. Ovarial- 
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karzinom 

Proben-Vorbereitiing 

Es werden Zellsuspension des Tumors, wie nach dem 
Verfahren in V. beschrieben, prSpariert. Eine wie 
unter V. beschrieben aus einem Mamma- bzw* Ovarial- 
karzinom^ isolierte Zellsuspension wird 10 min bei 
Raumtemperatur (RT) in PABB-Puffer inkubiert (sat- 
tigt Bindungsstellen ab) / 

zentrifugieren (10 min, 1500 rpm) 

in lOOOial PABB-Puffer resuspendieren, mindestens 30 
min bei RT auf Schattler inkubieren, 

20 lal ErbB-2-Antikorper (Ab-2/ anti-mouse gegen 
menschliches ErbB-2) hinzufUgen, mindestens 30 min 
bei RT inkubieren/ 

2 ml 1 % PBS/BSA hinzufugen, mischen und zentrifu- 
gieren. In 70 lal PABB-Puffer resuspendieren und ca. 
15 min bei RT inkubieren, 

10 ]il an Magnet ktigel Chen gekoppelte AntikOrper (IgGl 
Kaninchen gegen Maus-Antikorper , 1 : 10-VerdUnnung) 
dazugeben, mindestens 30 min bei RT inkubieren (20 
\xl fUr 10*^ Zellen, Inkubationsvolumen 80 uD 

mit 1 ml PABB-Puffer waschen, abzentrifugieren (10 
min, 1500 rpm) 

in 500 VLl 1 % PBS/BSA resuspendieren 
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B: saule 

MS-saulen (Miltenyi Biotec GnibH) , Kapazitat 10*' Zellen 
verwenden 

1. Saule mit 500 iil 1 % PBS/BSA waschen 

2. Die mit 1 % PBS/BSA verdunnte Zellsuspension (s. 
Punkt I A) auf die Saule geben und die Negativfrak- 
tion auffangen, anschlieJiend die Saule mit 1/5 ml 1% 
PBS/BSA spUlen und ebenfalls auffangen. 

3. mit Hilfe einer 10 ml Einwegspritze und eines darauf 
installierten Dreiwegehahns blasenfrei ca. 3 ml 
PBS/BSA von unten durch die saule sptilen, so daB 
Zellen erneut die saule passieren kSnnen. Wiederum 
als Negativkontrolle auffangen. Falls die 1 saule 
verstopft, d.h. die FlieBgeschwindigkeit geringer 
wird/ sofort die saule mit PBS/BSA von unten durch- 
sptilen und das tlbrige Probenmaterial auf eine neue 
saule geben. 

4. Urn die Positivf raktion aufzufangen, die SMule vom 
Magneten entfernen und auf ein weiteres 10 ml- 
Rohrchen setzen. 

5. Die saule mit 1 ml 1 % PBS/BSA ausspuleri und die 
Fraktion auffangen, anschliefiend erneut die Saule 
mit 1 ml 1 % PBS/BSA fallen und mit dem Stempel die 
Positivfraktion durch die saule drttcken 

C: Zytospins 

1. Die Fraktionen werden abzentrifugiert und in 1 % 
PBS/BSA resuspendiert 

2. Zytospins (8 min, 400 rpm) von -posit iven und negati- 
ven Fraktionen anfertigen 
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3. Zellpunkt auf Zytospin mit Fett-Stift markierenr 20 
min mit 4% PFA fixieren, anschliefiend 2 x 
5 min mit 1 % PBS/BSA waschen, bei 4 "^C in feuchter 
Kammer aufbewahren 

II. Isolierung von Tumorzellen aus Blutproben zur Zell- 
charakterisierung von Mamma- und Ovarialkarzinomen 

1. Gradient entrennung wie unter III.l beschrieben 

2, Probenvorbereitung der angereicherten Tumorzellen 
wie unter I .A beschrieben, wobei von dem unter II. 1. 
hergestellten Zellpellet ausgegangen wird- 

III. Isolierung von Tumorzellen aus Blutproben zum Nach- 
weis und zur Zellcharakterisierung von Prostata, 
Blasen-, Kolon- oder Magenkarzinomen 

Hierzu werden die nachfolgend genauer erlSuterten Schrit- 
te durchgefUhrt : 

1. Gradient entrennung mit Polymorphprep und Nycoprep 

2. Magnetische Zellseparation 

a) Vorbereitung 

b) saulen 

3. Cytospins fUr die FSrbung 

4 . FSrbung 

1: Gradiententrennung (hier beispielhaft Zentrifugation 
mit Prostata-Ca-Patientenblut) 



a) 



3ml Polymorphprep (Gradient) vorlegen (Dichte 1.113, 
Fa . Nycomed) 
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b) ittit 3ml Nycoprep (Gradient) vorsichtig tiberschichten 

(Dichte 1.068) 

c) ohne Durchmischung mit 4 ml EDTA-Patientenblut tiber- 
schichten 

d) zentrifugieren (30 min, 1500 rpm) 

e) Seriim abpipettieren (gleichmafiig verteilen) 

f) Monozytenfraktion incl. Tumorzellen (M) sowie die 
Leucozytenfraktion (L) in PP-R6hrchen bringen, auf 
insges. ca. 4 PP-Rehrchen verteilen, anschlieBend 
mit der doppelten Menge PBS pH 7,4 mischen (wa- 
schen) , abzenttifugieren (20 min, 1500 rpm), tJber- 
stand verwerfen 

g) Erythrozytenfraktion verwerfen 

h) Monozytenpellet mit insgesamt 2-5 ml PFA (Paraform- 
aldehyd in PBS) 4% fixieren 

i) Leukozytenpellet in insgesamt 1 ml PBS aufnehmen und 
in 2 Eppendorfcups tiberftihren (sammeln) 

j) abzentrifugieren (Epifuge, 10 min, 1500 rpm, ttber- 
stand verwerfen, Eisfach (- 20 °C) 

2. Magnetische Zellseparation mit Mikrobeads zur Anrei- 
cherung von Tumorzellen 



Im folgenden wird immer nur mit dem Pellet weitergearbei- 
tet, der tJberstand wird nach jedem Waschvorgang verwor- 
fen. 
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Vorbereitung: 

a) das mit PFA (Paraformaldehyd) verdUnnte Pellet ab- 
zentrifugieren, tJberstand verwerfen 

b) Dilutionspuf far Ix (Waschpuffer PBS/BSA) vorbereiten 
(36 ml HaOdest + 4 ml Dilutions Buffer 10 x = Diluti- 
onspuf fer 1 X) 

c) Pellet in 5 ml PBS/BSA aufnehmen, dann in 35 ml Di- 
lutionspuf fer aufnehmen/Konzentration: 1 g/100 ml, 
anschlieBend 5 ml PermeabilisierungslOsung ftlr Zel- 
len (P-Lsg^ dazu geben (Permeabilisierung) , 

5 min stehen lassen, vorher 1-2 x schwenken (sonst 
evtl. Zellen kaputt) , auf drei 15 ml-PP-ROhrchen 
(Greiner Cell Star) verteilen, zentrifugieren (10 
min, 1200 rpm) ohne Bremse, Uberstand verwerfen. 

d) 5 ml Fixierungslosung ftlr Zellen (F-Lsg) + 45 ml PBS 
(= Markierungslosung) , 3 0 ml abnehmen, davon 1-5 ml 
zum resuspendieren des Pellets verwenden, mit den 
restlichen 25 ml resuspendieren, umfUllen in zwei 15 
ml-PP-R5hrchen, zentrifugieren (10 min, 1200 rpm), 
"Oberstand verwerfen 

e) Pellet in 10 ml Fixierungs-Losung resuspendieren, 
erneut zentrifugieren (10 min, 1200 rpm), tJberstand 
verwerfen 

f ) Pellet in 600 pi Fixierungs-Lfisung resuspendieren 

g) 200 lal Blockierungsreagenz (PABB) dazugeben und 
mis Chen 



h) 



200 ]il Immunomagnetische KUgelchen (z.B. MACS Bead ® 
anti-mouse-AK oder beispielsweise auch anti-rabbit. 



-goat, -sheep, -pig (Kaninchen, Ziege, Schaf, 
Schwein) dazugeben und mischen (Cytokeratin- 
Markierung fUr die Farbung 

i) 45 lain inkiabieren bei RT 

j) 4 ml Fixie rungs -Lo sung dazu geben, mischen, zentri- 
fugieren (10 min, 1200 ^pm) , Uberstand verwerfen 

k) Pellet in ca. 1 ml PBS/BSA aufnehmen, zum Aufheben 
fixieren in ca. 1 ml PFA 4% 

Magnetseparation 

1) die in 4% PFA-fixierte Mono zytenfrakt ion (incl. Tu- 
morzellen) zentrif ugieren, 10 min 1200 rpm tJberstand 
verwerfen 

m) die Saule mit 3 ml PABB absSttigen (spttlen von oben 
mit Pipette) 

n) das Pellet zunSchst in mindestens 12 ml PBS/BSA (je 
nach PelletgrSfie individuell anpassen) aufnehmen 
(waschen) , dabei schrittweise verdUnnen, anf angen 
mit 3 ml im PP-Rohrchen, dann durchmischen, an- 
schliefiend nach und nach auf die SSule geben (weite- 
re VerdUnnung also direkt auf die Saule) , dabei die 
Negativfraktion als Negativkontrolle auf f angen. Die 
FlieBgeschwindigkeit muB konstant bleiben! 

o) mit Hilfe einer 10 ml Einwegspritze und eines darauf 
installierten Dreiwegehahns blasenfrei ca. 3 ml 
PBS/BSA von unten durch die SSule spUlen, so daB 
Zellen erneut die saule passieren kOnnen- Wiederum 
als Negativkontrolle auf f angen. Falls die 1 saule 
verstopft, d-h. die FlieBgeschwindigkeit geringer 
wird, sofort die saule mit PBS/BSA von unten durch- 
sptllen und das tlbrige Probenmaterial auf eine neue 



m • 
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ScLule geben. 

p) die saule mit weiteren 5-10 ml PBS/BSA nach und nach 
sptilen und in der Negativkontrolle auffangen (alle 
Negativzellen sollten jetzt riontergesptllt worden 
sein. Die. Positivzellen sollten dagegen in der Saule 
hangengeblieben sein. Sie sind durch die Bindung ei- 
nes anti-Zytokeratin-Antikorpers und eines. magati- 
sierbaren KUgelchens magnetisierbar geworden. 

q) bei langsamer Durchlauf geschwindigkeit die Saule er- 
neut von unten mit PBS/BSA durchsptilen 

r) die saule vorsichtig aus dem Magneten nehmen und zu- 
nSchst ohne Stempel die Positivf raktion (+) mit 5-6 
ml PBS/BSA aus sptilen 

s) erneut die Saule mit 3-4 ml PBS/BSA ftlllen und mit 

dem Stempel die Positivf raktion (++) durch die Saule 
drtlcken 

PABB: 5 ml AB-Serum 10% (v/v) + SOpl BSA-C 0,1% (v/v) + 
45 ml PBS 

PBS/BSA: 1 g BSA auf 100 ml PBS, pH 7,4 = ^ 1% (v/v) 
0,1 % Triton: Triton XlOO mit PBS pH 7,4 1:1000 verdtin- 
nen. 

In der Kegel ist im Vergleich in der ersten Positivfrak- 
tion {+) das Verbal tnis Tumor zellen/Monozyten deutlich 
verschoben, haufig finden sich nur noch einzelne Mono- 
zyten und damit ein hoher Reinheitsgrad der Tumorzellen. 

t) Abzentrifugieren und Zellpellet in 1-2 ml PBS auf- 
nehmen 
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3. Cytospins ftlr die Farbung 

a) 200 ]il verdtlnnte Probe/Spin auf ObjekttrSger aufbrin- 
gen (Pipette, Filter, Trichter, leere Referenz) : +- 
und ++-Kontrollen auf einen ObjekttrSger, Negativ (-) 
-Kontrolle auf einen weiteren Objekttrager aufbrin- 
gen, jeweils zwei von jedem zur Kontrolle, falls die 
Farbung nicht funktioniert, Objekttrager beschriften 
(+, ++, Datum, Name Patient, vor Mgnetseparation) 

b) Zentrifugieren 8 min, (400 Umdrehungen ) 

c) Spot mit Fettstift umzeichnen, 

Zellen auf Objekttrager werden mit 30 yil PFA/Spot 
ftir ca. 20 min fixiert. 

d) 10 min mit 30 \xl pro Spin mit PBS/BSA waschen, ab- 
klopfen, bei 4 "^C aufbewahren 

e) die restlichen verdtinnten Proben abzentrif ugieren 
(10 min, 1000 rpm) , tiberstand verwerfen. Pellet zur 
Fixierung in ca. 2 ml PFA aufnehmen und bei 4 "^C 
aufbewahren 

4. Farbung (mit Streptavidin, mit AntikSrper mit Fluo- 
reszenzfarbstof fen konjugiert Alexa'-488/584, FITC, 
RPE etcO 

a) die fixierten Pellets auf dem Objekttrager (s. letz- 
ter Punkt in 3, Cytospin) mit 0,1% Triton pro Spin 
fUr 10 min in Feuchtekammer permeabilisieren 

b) 20 min mit PABB absattigen 

c) 15 lal sekundarer Antikorper (Alexa 594 Streptavidin) 
pro Spin fUr 30 min (verdUnnen 1:100 mit PABB in Ep- 
pendorf, z,B. 396+4/99 + 1 etc.), abklopfen 
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d) 2 X je 5 min (oder 1 x 10 min) mit 30 ^ll PBS/BSA pro 
Spin waschen, abklopfen 

e) 20 min mit 20 iil PABB absSttigen, abklopfen 

f) 45 min versetzen mit 15 ]il PSA (AntikSrper DP033, 
verdtinnen 1: 100), abklopfen 

g) was Chen mit PBS 10 min 

h) 30 min mit 15 ]il sekundSrer AntikSrper (Alexa 48 8 
goat anti rabbit 11008, verdtinnen 1: 100) inkubie- 
ren, abklopfen 

i) waschen mit PBS 10 min 

j) 30 min waschen mit 30 ^l H20bidest/ abklopfen 



IV, Isolierung von Zellen eines Tumors aus Urinproben 

Hierzu wurden die nachfolgend genauer erlauterten Schrit- 
te durchgef Uhrt : 

1 . Urinproben nehmen 

2. Dichtebestimmung, Mengenbestimmung (ml), zentrifu- 
gieren und PelletgroBe bestimmen 

3. Cytospins fUr die PAP-FSrbung 

4 . PAP-Farbung 

5. ggf. Magnetseparation 

a) Vorbereitung 

b) saulen 



6. 



Cytospins fUr die Ant ikSrper- Far bung 
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7 • Cytokeratin-Farbungen 

1 . Probennahme 

2 . Dichtebestimmung, Mengenbestimmung 

a) Urin in PP-RQhrQhen umftillen 

b) Urin in Messzylinder xomfailen, Dichte bestimmen, ex- 
tra protokollieren 

c) Zentrifugieren in PP-R5hrchen (10 min bei 1.000 Um- 
drehxangen = rpm) , tJber stand verwerf en 

d) Pelletgrafie schatzen 

e) zum Aufbewahren Pellet in ca. 2 ml PEA. aufnehmen 
(fixieren) je nach Grolie des Pellets auch mehr PFA 

3. Cytospins fiir PAP-Farbung 

a) Pellet mit PBS/BSA verdtinnen (keine TrObung) , mit 
ca. 3 ml je nach GroBe des Pellets, anfangen 

b) 200 \il verdUnnte Probe/Spin auf Objekttrager auf- 
bringen {Pipette, Filter, Trichter) 

c) Zentrifugation 8 min, (400 U/min) 2 x g 

d) Spin anschauen, ob die Zellen einzeln auf dem Ob- 
jekttrager liegen, sonst Probe weiter verdtinnen und 
c) wiederholen 

e) Zellen auf Objekttrager fixieren {Fettstift grofizti- 
gig umkreisen) , 30 ]il PFA/Spin (Pipette) ftlr ca, 20 
min (Deckel zu) , abklopf en, ktlhl lagern oder weiter- 
geben (Punkt 4) 
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f) die restlichen verdtlnnten Proben abzentrifugieren 

(10 min, 1000 rpm) , Oberstand verwerfen. Pellet zur 
Fixierung in ca. 2 ml PFA 

(Paraformaldehyd+ Formalin) aufnehmen und aufbewahren 
bei 4 °C 

PFA: Paraformaldehyd + 37 % Formalin 1:10 oder mit PBS 
verdtinnen 

PBS/BSA: 1 g BSA (Bovine Albiimine) /lOO ml PBS 

4. PAP-Farbung und erste Charakterisierung (Kontroll- 
farbung) 

a) Zellen auf dem Objekttrager nach Paparicolaau farben 
Oder andere Kontrollfarbungen 

5, Magnetassoziierte Zellsortierung mit magentisierba- 
ren Mikrobeads korrigiert auf Anti-Maus-AntikOrper 

Immer nur mit dem Pellet arbeiten, Oberstand nach jedem 
Waschvorgang verwerfen! 

Vorbereitung 

a) das mit PFA verdtinnte Pellet abzentrifugieren, tTber- 
stand verwerfen, 2 ml/PBS/BSA zum Pellet geben, zen- 
trifugieren (7 x g 10 min, ca. 900 rpm) , Oberstand 
abheben 

b) Dilutionspuf fer Ix (Waschpuf f er) vorbereiten 

(36 ml HaOdest + 4 ml Dilutions Buffer 10 x = Diluti- 
onspuf fer 1 x) 

c) Pellet in 5 mil PBS/BSA aufnehmen, dann 35 mL Diluti- 
onspuffer dazugeben, 

anschlieJiend 5 mL P-LSsung dazu, 5 min stehenlassen, 
vorher 1-2 x schwenken, auf drei 15 ml^PP-Rohrchen 
(z.B. Greiner Cell Star) verteilen, zentrifugieren 
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(10 mill/ 900 rpm) / tJberstand verwerfen 

d) 5 ml F-L5sung (entspricht PABB, + 45 ml PBS (= Mar- 
kieriingslOsung) ) / 30 ml abnehmeri/ davon insgesamt 1- 
5 ml zum AuflOsen des Pellets verwenden, in ein 
RShrchen bringen, dann mit den rest lichen 25 ml sus- 
pendieren, umftillen in zwei 15 ml-PP-Rc5hrchen, zen- 
trifugieren (10 min, 900 rpm), tJberstand verwerfen 

e) Pellet in insgesamt 10 ml F-L6sung resuspendieren, 
erneut zentrifugieren (7 x g 10 min,. 900 rpm) , Ober- 
stand verwerfen 

f) Pellet in 500-1000 pi (Minimum: 200 pi) verdtinntem 
Cytokeratin 7 aufnehmen (1:50 mit PABB verdtlnnen 
(z.B. 490 lal PABB + 10 pi Zytokeratin 1), 30 min in- 
kubieren, zentrifugieren (10 min, 900 rpm 7 x g) , 
t)ber stand abheben 

g) mit 5-10 ml PABB waschen, zentrifugieren (10 min, 
900 rpm) , tJberstand verwerfen 

h) Pellet in 600 pi F-LQsung resuspendieren 

i) 200 111 FCR-Blockierungs-Reagenz unverdtinnt dazugeben 
und mischen 

j) 200 III magnetisierbare Mikro-Beads konjugiert mit 
Anti-Maus-AntikSrper unverdtinnt dazugeben und mi- 
schen 

k) 45 min inkubieren bei Zimmertemperatur 

1) 4 ml F-L5sung dazu geben, mischen, zentrifugieren 
(10 min, g 900 rpm), tJberstand verwerfen 

m) •' Pellet in ca. 1 -ml PBS/BSA aufnehmen, Aufbewahrung • 
der Zellen ca. 1 ml PBS 4% bei 4 ''C 
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Modif izierte Zellseparation mit Trennsaulen 

a) die in 4% PFA-fixierte oder in PBS/BSA-auf genommene 
Monocytenfraktion (incl, Tiimorzellen) zentrifugieren 

(10 min, 900 rpm) , t)berstand verwerfen 

b) die saule mit 3nil PABB absattigen (PABB von oben mit 
Pipette auf die Saule geben) 

c) das Pellet in PBS/BSA schrittweise verdtinnen, anfan- 
gen mit 10 ml im PP-Rohrchen, dann durchmischen, an- 
schlieBend nach und nach auf die Saule geben^ dabei 
durchlaufende Suspension als Negativkontrolle auf- 
fangen« 

d) mit Hilfe einer 10 ml Einwegspritze und eines darauf 
installierten Dreiwegehahns blasenfrei ca. 3 ml 
PBS/BSA von unten durch die Saule sptilen, so daB 
Zellen erneut die Saule passieren konnen. Wiederum 
durchlaufende Suspension als Negativkontrolle auf— 

f angen. 

e) die Saule mit weiteren 5-10 ml PBS/BSA nach und nach 
sptilen und in der Negativontrolle auffangen (alle 
Negativzellen sollten jetzt abgesptllt, die Positiv- 
zellen dagegen in der ScLule h^ngengeblieben sein. 
Zellen, die durch Anti-Zytokeratin-Antikorp^r und 
magnetisches Mikrobead magnetisierbar sind, bleiben 
in der Saule hangen) 

f ) bei langsamer Durchlauf geschwindigkeit die SSule er- 
neut von unten mit PBS/BSA durchsptilen 

g) die saule vorsichtig aus dem Magneten nehmen und die 
erste Positivfraktion (+) mit 5-6 ml PBS/BSA aus der 
Saule sptilen in ein PP-Rohrchen 
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h) erneut die SSule mit 3-4 ml PBS/BSA ftlllen \ind mit 
elnem Stempel durch die S&ule drtlcken. Man erhalt 
die zwelte Posltlvfraktlon (++), die In elnem zwel- 
ten PP-R5hrchen aufgefangen wlrd. 

In der Regel f inden sich im Vergleich zu der ersten 
Posltlvfraktlon (+) in der (++) Fraktion nur noch 
Tumorzellen und nur noch einzelne Leukozyten, 
Erythrozyten, Urothelzellen, 

1) zentrlfugleren (10 min, 900 rpm) , tJberstand ver- 
werfen, 

6. Cytosplns ftir die Antlkorper-Farbung 

a) Pellets aus 5 PBS/BSA verdUnnen. Je nach Umfang des 
Pellets in 400 yl bis 2000 \xl 

b) 200 p.1 verdtinnte Posltiv-Fraktionen mittels Zytro- 
zentrifuge ebenfalls auf ObjekttrSger aufbrlngen. 
Negativ (-) -Kontrolle ebenfalls auf einen Objekttra- 
ger zentrlfugleren 

c) Zentrifugationsbedingungen: 

8 min (set time 8 /enter) , 400 Umdrehungen = 2 x g 
(set speed 40/enter, start) zentrlfugleren 

d) ' Zellen auf ObjekttrSger mit 30 ]xl PFA pro Spot ftlr 

ca. 20 min in Feuchtekammer fixieren. Anschliefiend 
abklopfen, ggf. ktlhl aufbewahren 

7, Farbung der Zytokeratine 
Reagenzien: 

4 % PFA (Paraformaldehyd: 37 % Formalin + PBS 1:10 
verdUnnen) 

0.1 % Triton X 100 (in PBS) 
- 10% AB-Serum (5 ml AB-Serum Biotest AG + 50 \il BSA-c 
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+ 45 ml PBS/BSA) 
1 % PBS/BSA 

l.AntlkOrper: Maus-Anti-Zytokeratin-AntikOrper Ar- 
beitskonzentration 1:50 (in PABB) (CI, C20 oder PAN) 
sekundarer Antikorper: Anti-Maus Alexa 594- 
Antikorper Arbeitskonzentration 1:100 (in PABB) 
Isotypenkontrolle in 10% AB-Serum 

evtl . bei Protatakar zinompatienten : 

1. Antikorper: Anti-PSA-Antikorper Arbeitskonzentration 
1:50 (in PABB) 

sekundarer AntikOrper: Anti-Rabbit Alexa 488- 
Antikarper Arbeitskonzentration 1:100 (in PABB) 

a) die fixierten Pellets auf dem Objekttrager (s. letz- 
ter Punkt vom Cytospin) mit 30 pi 0.1 %Triton X 100 
pro Spin ftlr 10 min permeabilisieren, anschlieBend 
abklopfen 

b) mit 30 ]il 10% PABB-Seriam ftir 20 min blockieren, ab- 
klopfen 

c) 15. pi verdUnnter 1. Antikorper (Maus Anti-Zytokera- 
tin-Antikorper : gilt ftir die Spezifitaten CI, C20, 
PAN) pro Spin tiXr 30 min, anschlieBend abklopfen 

d) waschen mit 30 pi PBS/BSA pro Spin fUr 

10 min/ abklopfen, Vorgang zweimal wiederholen 

e) 15 pi verdUnnter sekundarer Antikorper (Anti-Maus 
Alexa 594, AntikOrper) pro Spin ftlr 30 min abklopfen 

f ) waschen mit 30 pi PBS/BSA pro Spin ftir 10 min, ab- 
klopfen, Vorgang zweimal wiederholen 
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V, Herstellxing von Zellsuspensionen aus solidem hijmaneia 
Tumorgewebe (ziam Beispiel eines Mamma- Oder Prosta- 
takarzlnoms ) 

Reagenzien: 

Invasionsmedixim (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 
1% (v/v) 2 mM L-Glutamin 

1% (v:/v) Antibiotic/antimycotic Solution 
0^1% (w/v) bovines Rinderserumalbiimin (BSA) im Inva- 
sionsmedium Trypanblau-Losung (0,4 % (Gew/Vol) Fa. 
Sigma, Deisenhofen 

Durchf Uhrung : 

GewebestUckchen von frisch operierten Mammakarzinomen, 
benignen Brusterkrankungen bzw. Prostatakarzinomen werden 
vom Operateur in sterile Rahrchen mit Standardmedium ge- 
geben und bis zur Disaggregation (spates tens 4 h nach der 
Entnahme) auf Eis gestellt. Von jedem Gewebesttick wird 
ca. die Halfte fUr die spatere Expressionsanalyse) abge- 
trennt und in fltissigem Stickstoff konserviert. Die ande- 
re HSlfte wird mit einer mechanischen Methode disaggre- 
giert. Dazu wird eine Medimachine (Firma Dako, Hamburg) 
verwendet, Zur Disaggregation wird das Mammagewebe mit 
einem Skalpell in 3 bis 10 mm^ grolJe Stiicke geschnitten 
und zusammen mit 1,5 ml Invasionsmedium in ein Medicon 
gegeben. Das Gewebe wird dann innerhalb der Medimachine 
in 2 bis 3 min zu einer Zellsuspension disaggregiert, die 
Einzelzellen und Zellaggregate (Zellhaufen) von bis zu 
ca. 30 Zellen enthait. Die Zellen werden in einer Neubau- 
er-zahlkammer mikroskopisch ausgezahlt und die Lebend- 
zellzahl mit Hilfe des Trypanblau-Exklusionstests be- 
stiromt, der darauf beruht, daB bei lebenden Zellen be- 
stimmte Farbstoffe (z.B. Trypanblau) nicht in das Zellin- 
nere gelangen konnen, wahrend tote Zellen sich mit dem 
betreffenden Farbstoff anfarben (Kaltenbach et al,, 1958/ 
Lindl und Bauer, 1994) . 
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Nach Durchftlhrung der so dargestellten Zellisolierxingen 
erfolgt n\m die Genotypisierung der isolierten Zellhaufen 
zvm Zwecke ihrer Zuordnung zu Bereichen im Primartumor 
mitt els PGR. 

Im folgenden wird beisjjielhaft die Nukeinsaureisolierung 
aus verschiedenen verwendeten Zellmaterialien beschrie- 
ben . .^.^ 

1, DNA von aus peripherem Blut isolierten Zellhaufen 
und mikrodisektierten entparaf inierten fixierten- 
gefSrbten Tumorgewebeschnitten 

Auf einem inversen Lichtmikroskop (Leitz Diavert) werden 
die PSA und Cytokeratin positiven Tumorzellen und Tumor- 
zellkluster sowie nicht positive Monozyten als Negativ- 
kontrolle (bzw. Referenz fiir die LOH-Berechn\ing) mit ei- 
ner sterilen feinen Nadel mikrodissektiert und in je 1,5 
ml sterile Reaktionsgef afie (Eppendorf Biopure) tiberftihrt. 
Bei kleinen multifokalen Ttamorarealen kOnnen nach der 
gleichen Vorgehensweise auch verschiedene Foci multifoka- 
ler Ttimore aus bereits gefSrbten und pathologisch unter- 
suchten Schnitten einzelner Areale vom ObjekttrSger mi- 
krodisektiert werden. Je nach Zellzahl (ca. 50-1000 Zel- 
len) werden die Zellen in 10-200 pi LTEPuffer (10 mM 
Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5) aufgenommen und mit 1-20 pi 
Proteinase K {>600mAU/fial) im Thermoblock oder Wasserbad 
bei 50-56 fUr 1-10 h'inkiobiert \md anschlieBend fUr 5 
min auf Eis gestellt. AnschlieBend werden die Proben ftlr 
1 min bei 10000 rpm zentrifugiert . Daraufhin werden die 
Proben mit 99,8% Ethanol p. a. (Roth) auf eine 70%ige LO- 
sung eingestellt. Nach kurzem vortexen werden die Proben 
bei 15000 rpm fiir 20 min abzentrifugiert, der tJberstand 
verworfen und das DNA-Pellet bei Raumtemperatur getrock- 
net. Die DNA wird anschlieBend in 10-200 lal LTE-Puffer 
Oder doppelt destillierten Wasser resuspendiert, bei 
Ratamtemperatur ftlr 1 h inkubiert (Rehydratisierung) Und 
bis zur Durchftihrung der PGR bei -20 **G tief gef roren. 



28 



2. DNA aus konserviertem Tmaorgewebe mit mono- und mul- 
tifokalen Her den 

Die DNA-Isolierung aus frischem sowie f ormalinf ixiertem 
bzw, in Parafin eingebettetem Gewebe der Primar tumor e ei- 
ner oder mehrerer Foci erfolgt nach den Protokollen des 
koitimer-^iell erhaltlichen QIAmp DNA Mini Kit (Fa. Qiagen> 
Hilden) oder einem vergleichbaren System anderer Herstel- 
ler. Dieser Kit enthait QlAamp DNA Mini Spin Columns 
(Saulen) , Proteinase K ftlr den proteolytischen Verdau des 
Gewebes, die Lysispuffer AL und ATL, die Ethanol enthal- 
tenden Waschpuffer AWl und AW2 und den Elutionspuf f er AE, 
Frisches Gewebe eines Primartumores wird vor der Gewebe- 
lysis mechanisch mit einem Skalpell oder daftir vorgesehe- 
ne Gewebezerkleinerungsmaschienen (z.B, Mediiaaschine/ DA- 
KO) aufgeschlossen. FUr die in Paraffin eingebetteten Ge- 
webeschnitte wird vor der eigentlichen DNA-Isolierung ei- 
ne Entparaf finierung mit 100% Xylol vorgenommen. Dazu 
werden die Proben zunachst in 1 ml Xylol in 1,5 ml Eppen- 
dorf-Reaktionsgef alien in einem handelsiiblichen Theirmo- 
block auf 70 ""C ftir 1 h inkubiert. Anschliefiend fUr 3 min 
zentrifugiert der tJberstand verworfen und dieser Prozess 
zwei Mai wiederholt. Anschlieflend wird das Gewebe drei 
Mai mit 99,8 % Ethanol (Roth) gewaschen, anschlieBend ge- 
trocknet und in den Lysispuffer uberfilhrt. Danach erfolgt 
die Isolation nach den Protokollen der Hersteller. 

Die DNA-Isolierung aus EDTA-antikoaguliertem Vollblut er- 
folgt mit dem QIAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen/ Hilden) 
nach den bekannten Protokollen oder vergleichbaren Ver- 
fahren anderer Hersteller- 

Wenn nStiq wird das Vollblut ftir 10 min mit Puffer AL und 
Proteinase K zur Lyse der Zellen bei 54 ^^C im Theanaoblock 
inkubiert, anschliefiend mit Ethanol versetzt und das Ge- 
misch auf die saule (QIAmp DNA Mini Spin Columns) gege- * 
ben. Die Proben werden mit AWl und anschliefiend mit AN2 
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L5sungen werden zur Konzentrationsbestimmung photome- 
trlsch bei 260, 280 und 320 nm gemessen auf 10 ng/pl ein- 
gestellt und bei -20 eingefroren. 

3. Isolierung RNA von aus peripherem Blut isolierten 
Zellen 

Auf einem inversen Lichtmikroskop (Leitz Diavert) werden 
die PSA- und Cytokeratin-positiven Txaitiorzellen und Tumor- 
Zellhaufen mit einer sterilen feinen Nadel mikrodissek- 
tiert und in ein 1,5 ml steriles Reaktionsgef afl (Eppen- 
dorf Biopure) tiberftlhrt. Die RNA- Isolierung wird strikt 
nach den Protokollen des RNeasy Purification Kit for to- 
tal RNA minipreparation (Fa. Qiagen, Hilden) durchge- 
ftihrt, bestehend aus: RNeasy Mini Spin Colums, Collection 
tubes 1,5 und 2 ml. Puffer RTL, Puffer RWI, Puffer RPE 
und RNase-freiem Wasser) . 

Im folgenden wird nun beispielhaft die erf indungsgemSBe 
Detektion karzinom-spezif ischer, genetischer VerSnderun- 
gen und mRNA-Expressionen mittels Mikrosatelliten-PCR, 
Multiplex Mikrosatelliten-PCR und TaqMan™ RT-PCR be- 
schrieben. 

4. Mikrosatelliten- und Multiplex-Mikrosatelliten-PCR 

Insgesamt werden drei Multiplex-PCRs verwendet, die aus 
den Mikrosatellitenkombinationen Nr. 1: D7S522 D8S258, 
D16S400, Nr. 2: NEFL, D13S153, D17S855 und Nr. 3 D10S541, 
D16S402, D16S422 bestehen. Das Prinzip dieser PCRs beruht 
auf der Coamplif ikation verschiedener DNA-Abschnitte in 
einem ReaktionsgefaiJ . Dabei wurden die Primersecjuenzen 
derart gesetzt, dass in der kapillarelektrophoretischen 
Trennung keine Uberschneidungen der Langen der Amplifika- 
tionsprodukte auftreten. Alle Primer sind mit Fluores- 
zenzfarbstof fen markiert, die bei 488 nm angeregt werden 
(siehe Tabelle 3). Alle anderen handelstlblichen Fluores- 
zenzmarkierungen sind ebenfalls anwendbar. Des weiteren 
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wurden die PCR-Reaktionsbedingxingen ftir 10 CA-repeats in- 
nerhalb des EGFR-Gens und ein CA-repeat innerhalb des p53 
Gens neu entwickelt und optimiert. 

Alle PCRs konnen in handelstiblichen 0,2 ml Oder 0,5 ml 
Reaktionsgefaflen oder in 96-Well-Platten verschiedener 
Hersteller (z.B. Eppendorf, Hamburg) auf einem Eppendorf 
Mastercycler, Eppendorf Mastercycler-^Gradient (Eppendorf, 
Hamburg), einem Gene AmpR PGR System 9700 (PE Applied 
Biosystems, Weiterstadt) oder einem handelstiblichen, ver- 
gleichbaren Thermocycler anderer Hersteller durchgefuhrt 
werden . 

Das Reaktionsvolxamen kann 12 ^1 bis 100 ]il betragen. Das 
PGR Reaktionsgemisch besteht aus 5U/100 \xl AmpliTaq 
Gold™ Oder einer qualitativ vergleichbaren Polymerase 
und (bewahrt haben sich hot start Polymerasen) 1 x Gene- 
Amp^ dNTP, 2 itiM MgCl2/ 30pM von jedem Primer, 200 }M Gene- 
Amp^ buffer (alle Reagenzien von PE Applied Biosystems, 
Weiterstadt) und 500 pg bis 200 ng genomischer DNA. Ftir 
die PGR werden folgende Themperaturgradienten gefahren. 
Begonnen wird mit einem 95 ""C Denaturierungsschritt, ge~ 
folgt von 30-45 Zyklen bestehend aus einem 95 **C Denatu- 
rierungsschritt ftir 3 0s, einem 56 ''C-62 Annealing- 
schritt (je nach Primer, alle Multiplex-PCRs werden ein- 
heitlich mit 56 °C durchgefuhrt) und einem Elongations- 
schritt bei 72 ^C. Nach diesen Zyklen wird ein 72 Ex- 
tensions schritt ftir 7 min angeschlossen und anschlieBend 
die Proben bei 4 bis zur Probenentnahme gektihlt aufbe- 
wahrt • 

FUr den Mikrosatelliten p53 werden die gleichen Reakti- 
onsbedingungen und Thermozyklen benutzt wie fUr die Mul- 
tiplex-PCRs (siehe Tabelle 2) . 

Die Mikrosatellitenanalyse erfolgt auf den Kapillarelek- 
trophoresegeraten (four colorlaser-induced fluorescence* 
capillary electrophoresis system) ABI Prism 310 Genetic 
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Analyzer oder ABI 3700 DNA Analyser (PE Applied Biosy- 
stems/ Weiterstadt) oder einen vergleichbaren Genetic 
Analyzer anderer Hersteller. Als TrennmedixHa dienen die 
Polymere P0P4, POPS und P0P6 die ftir die entsprechenden 
GerSte geeignet sind. Als Langenstandard dient Genescan- 
500TM TAMRA 500 Oder ein vergleichbarer Langenstandard, 
der ftir die genannten Kapillarelektrophoresegerate geeig- 
net ist. Die Analyse und 5Vuswertung erfolgte mit der Ge- 
nescan Software. 

Verwendete 

Reagenzien; Vo lumen: 

Wasser bis zu 25pl 
10*PCR Puffer II (PE) 2,5pf 

25mM MgCla Losung (PE) 2 

dATP, 10 mM (PE) 0,25 ]il 

dCTP, 10 mM (PE) 0,25 pi 

dGTP, 10 iriM (PE) 0,25 ]il 

dTTP, 10 mM (PE) 0,25 ]il 

5 ' -3 » -Primer 10 pM 0,5 pi 1 

3 '-5 '-Primer 10 yM 0,5 pi 

AmpliTaq Gold (PE) oder 0,25 pi 

AmpliTaq DNA Polymerase 0,25 pi 

Total: 25 yl 



Thermocycler : PE 97 00, 

GefaUe: 0,2 ml GefSBe jeder Hersteller, fur PCR-Maschinen 
geeignet 
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Tabelle 2: 



Temperaturzyklen fllr die Mikrosatelliten-PCR: 

FUr D7S2429, BBl/2, CAII, D7S2550, CAIII, CAIV, CAVI, 

D7S2467, D7 D7S2552: 



95 °C - 4 Min. 
^62 *C - 1 Min. 
72 'C - 1 Min. 

31 Zyklen 

72 *C - 8 Min. 
4 '^C - unendlich 



95 'C - 1 Min. 
62 - 1 Min. 
72 "^C - 1 Min. 



FUr D7S494: 



95°C - 4 Min. 
58 °C - 1 Min. 
68 - 1 Min. 

31 Zyklen 

68 "C - Q Min. 
4 °C - unendlich 

FUr D7S499: 



95 °C - 1 Min. 
58 °C - 1 Min. 
68 °C - 1 Min. 



95 *C - 4 Min. 
56 "C - 1 Min. 
68 'C - 1 Min. 

31 Zyklen 

68 °C - 8 Min. 
4 **C -unendlich 



95 °C - 1 Min. 
56 "C - 1 Min. 
68 °C - 1 Min. 
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Tabelle 3: 

Probenvorbereitung ABI Prism 3700: Fragmentanalyse (Ge- 
neScan) 

5 

Pipettierschema : 



Reaqenzien: 9^ 


Volumen: 


Langen-Standard f . Kapil- 
larelektrophoren, z.B. Ge- 
neScan Tamra 500 


0,5 ]il 


HPLC-Wasser oder Formamid 


18,5 lal 


PCR-Produkt 


1 Vil 



standard: GeneScan-500 TAMRA Size Standard PE Biosystems 

10 

Proben denaturieren : im Thermoblock ftlr 2 Min. bei 80- " 
90 "C 
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Sequenzen der verwendeten Primer, Genloci 
und Fragmentiange des PCR-Produktes 



Primerlocus 


Primersequenzen 


Cytogenetl- 
sche Lokali- 
sation 


Fragment- 
ISnge [bp] 


D7S522 


5'Fam-GCA GGA CAT GAG ATG ACT GA-3' 


7q31.1 


116-126 


BB1+2 

(EGFR) 


6'-Fam-GTT TGA AGA ATT TGA GCG AAC 0-3' 
I i 1 1 \^ 1 MOM 0 1 1 vaioo AC*^ 


7p12 


114-128 


CAII 
fEGFR) 


5'Fam-CT CGA GGT CTC ATC CTC TTT CC-3' 

GCA GAf^ f^TrS PAr* AAA r^r^A /^xa a q» 


7p12 


164-168 


CAIII 
(EGFR) 


5'-Fam-AG GCC CAC AGA GGA GAT AAC AG-3* 
5-CAG GTR Tf^r5 TA<^ ATr^ r*r*A aao a h 


7p12 


117-121 


CAIV 

(EGFR) 


6'-Fam-GC AAC TTA TCC AAA CCC TGA CC-3* 
S'-AGA GTfn GAP TAG r^AA ATr^ r^TA r*r*A o 

^ '^wyn vj 1 Vj V_7/Aw 1 AO OAA A 1 O O i A OoA w-O 


7p12 


184-204 


CAIV 
(EGFR) 


5'-Fam-AG TTC CTG ACT GGG AAT TCG AT-3' 
5-TTG GCC AAA TTA PAP APP TTT rL.*a» 


7p12 


151-155 


D7S2550 
(EGFR) 


5'-Fam-TTC CAT TTG TCT CGG TT-S* 
S'-AGT CTC CTC GTP TPA PAn nT v 


7p12 


256-278 


D7S2429 
(EGFR) 


5'-Fam-CAG TGC TGG AGT TGT TCA AG-3' 

5 -CTG GGA GTC AAG TGT TTT GG-'^* 


7p12 


170-180 


D7S2467 
(EGFR) 


6'-Fam-TGC TAA GTC TTG ATT TTG CC-3* 
5 -AAC GGT CAT CTG TGT TPG-T^' 


7p12 


238-244 


D7S478 
(EGFR) 


6'-Fam-GGT GTT TGT GTC ATT ACG CT-3' 
5 -TTT GCT GTA GAG GAT GCA AT-3* 


7p12 


312-314 


D7S670 
(EGFR) 


6'-Fam-TTC GGG CTC TCT GTT ATA AA3' 
5 -CCG AAG CAG GAT TTT ATT TC-3' 


7p12 


136-152 


D8S258 


5'-Fam-AGC TGC CAG GAA TCA ACT GAG AG-3' 
5'-GAT GCT CAC ATA AAG GAG GGA gg-T 


8p22 


216-230 


NEFL 


6'-Fam-CC AAT ACC TGC AGT AGT GCC - 3' 
6*-GAG CTG CTT AAC ACA TAG AA - 3' 


8p21 


97-105 


D10S541 
(PTEN) 


5'-Fam-CAC CAC AGA CAT CTC ACA ACC-3' 
5*.CCA GTG AAT AGT TCA GGG ATG G 


10q14.2 


153-175 


D13S153 
(Rb1) 


S'-Fam-AG GGT TAT GTA TAA CCG ACT CC-3' 
6'-Fam-GTC TAA GCC CTC GAG TTG TGG-3' 


13q14.2 


170-190 


D16S400 


S'-Fam-GGT TCA CAA TTG GAC AGT AT-3' 
5'-GAA CCC TCC ATG CTG ACA TT-3* 


16q22.2-23,1 


165-179 


D16S402 


5'-Fam-GT ACC CAT GTA CCC CCA ATA-3' 
5'-CAA AGC ACC ACA TAG ACT AA-3* 


16q24.2 


110-120 


D16S422 


5'-Joe-GAG AGG AAG GTG GAA ATA CA-3' 
6*-GTr TAG CAG AAT GAG AAT AT-3' 


16q24.2 


105-129 


P53 


5'-Fam-AAG AAA TTC CCA CTG CCA CTC-3' 
6'-ATC CCC TGA GGG ATA CTA TTC-3' 


17p13.1 


132-148 


D17S855 
(BRCA1) 


6'-Fam-GG ATG GCC TTT TAG AAA GTG G3' 
6*-ACA CAG ACT TGT CCT ACT GCC-3' 


17q21 


139-153 
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5. TaqMan® RT-PCR 

Auf einem inversen Lichtmikroskop (Leitz Diavert) werden 
die PSA- und Cytokeratin-positiven Tiimorzellen lond Tumor- 
Zellhaufen mit einer sterilen feinen Nadel mikrodissek- 
tiert und in ein 1,5 ml steriles Reaktionsgef afl (Eppen- 
dorf Biopure) tlberfahrt. Die RNA-Isolierung wird strikt 
nach den Protokollen des RNeasy purification kit for. to- 
tal RNA minipreparation ( Fa. Qiagen, Hilden) durchge- 
ftlhrt/ bestehend aus: RNeasy Mini Spin Co lums,. .Collection 
tubes 1,5 und 2 ml. Puffer RTL, Puffer RWl, Puffer RPE 
und RNase-freiem Wasser) . Die RNA wird in einer two-tube- 
Reaktion in cDNA umgeschrieben. Dies wird genau nach den 
Protokollen ftlr den Omniscript Reverse Transcriptase Kit 
(Fa. Qiagen, Hilden) durchgefUhrt . Das Reakt ions vo lumen 
betragt 20 pi. Das Reaktionsgemisch besteht aus RT 1 x 
Puffer, dNTPs (je 0,5 mM) 1 pM Oligo-dT primer, 10 Ein- 
heiten RNase Inhibitor, 4 Einheiten Omniscript Reverse 
Transcriptase und RNase-freiem Wasser. Fur die RT-PCR 
werden die RNA-Proben zun^chst bei 65 ""C fUr 5 min dena- 
turiert und anschlieliend auf Eis gestellt. 

Die RT-PCR kann auf einem Eppendorf Mastercycler, Eppen- 
dorf Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg) , einem 
Gene Amp R PCR System 9700 (PE Applied Biosystems) oder 
einem handelstiblichen, vergleichbaren Thermocycler ande- 
rer Hersteller durchgeftlhrt werden. Die PCR besteht aus 
einem 37 '^C Inkubationsschritt ftlr 60 min gefolgt von ei- 
nem 93 "^C Denaturierungsschritt. Die RNA-Isolierungen und 
die RT-PCR kiJnnen des weiteren mit alien handelstiblichen 
Verfahren durchgeftlhrt werden, die ftlr geringe Gewebemen- 
gen geeignet sind, z.B. dem ExpressDirect Kit For mRNA 
Capture And RT System For RT-PCR (Pierce Rockford) . 

Die Echtzeit PCR kann auf einem ABI Prism 9700 HT Se- 
quence Detection System (PE Applied Biosystems, Weiter- 
stadt) in 96 oder 384 well Flatten, abgedichtet mit einer 
optisch durchiassigen Folie (ABI PRISM TM optical adhesi- 
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ve covers, Foster City), durchgefUhrt warden. Die Reak- 
tionen werden tiblicherweise in Doppel- oder Dreifachbe- 
stimmungen nach den Vorschriften far TaqMan-PCR nach PE 
Applied Biosystems (Weiterstadt) durchgeflihrt . Das Reak- 
tionsgemisch besteht aus einem TaqMan R Universal PGR Ma- 
ster Mix, plus je 

90 nM der beiden PSA spezifischen Primer (forward 5'- 
TTCACCCTCAGAAGGTGACCA- Ta<^an-Sonde (S'--- 
CCAGCGTCCAGCACACAGCATGA) . Der Temper atur gradient besteht 
aus einem anfSnglichen 50 *C Inkubationsschritt fUr 2 min 
gefolgt von einem 95 °C Denaturierungsschritt fUr 10 min; 
anschlieliend werden 4 0-60 Zyklen gefahren, die aus einem 
95 °C Denaturierungsschritt fUr 15 sec und einem 60 °C 
Amplifikationsschritt fur 1 min bestehen. Der Lauf und 
die Auswertung erfolgten mit der SDS-Software (PE Applied 
Biosystems, Weiterstadt) . Primer und TaqMan-Sonde sowie 
der TaqMan Mastermix kejnnen von verschiedenen Anbietern 
genutzt werden. 

Als Positivkontrolle und zur Etablierung der TaqMan-PCR 
wurde RNA aus Zellen einer LNCaP Zellkultur isoliert, die 
daftir bekannt ist, dass sie PSA exprimieren. 
AJ.S Negativkontrolle dienen Lymphozyten von Frauen. 

6. Beispiele ftir die Zuordnung der zirkulierenden Zel- 
len zu Bereichen des Primartumors 

a) Untersuchung einzelner Patienten 

Bei einzelnen Patienten wurde nach dem beschriebenen 
Verfahren die Mirkosatellitenmarker in der DNA von 
aus dem peripheren Blut isolierten PSA-positiven 
epithelialen Zellen und aus einzelnen Foci des 
Primartumors bestimmt. Die Mikrosatellitenmarker 
wurden nach dem Protokoll wie unter 4. beschrieben 
aus DNA bestimmt, die nach den Protokollen 1 und 2 
gewonnen wurde. Die Pfoistatapraparate wurden vor der 
DNA-Isolierung nach dem von Schmid et al. (Schmid HP 
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et al., Akt Urologie 1993) beschriebenen Verfahren 
in Grofifiachenschnitten im Abstand von 3 bis 4 mm 
systernatisch aufgearbeitet und eine detaillierte 
kartographische Erfasstmg der Karzinomausdehnung 
wurde erstellt. Hierbei wurde nach Farbmarkierung 
des operativen Schnittrandes die Tumorgrdfie/ die 
Lage des Tumors im Verhaitnis zur Pseudokapsel der 
Prostata (Infiltration oder Penetration der^Kapsel) 
\and das Heranreichen oder Oberschreiten der opera- 
tiven Schnitt render in der durch das Karzinom doku- 
mentiert. Histologisch gesichertes Tumorgewebe wurde 
dann aus dem paraf f ineingebetteten Material des 
Primartumors gewonnen. Die Fig. 7 zeigt eine so- 
genannte T\aiaorlandkarte in der die Entnahmeorte 
markiert sind. 



Das Alter der Patienten, das Stadium vind histopa- 
thologische Parameter des Tumors sind in der folgen- 
den Tabelle zusammengef afit : 



Nr. 


Alter 


PT {'92) 


N 


Grading 


Gleason- 
Score 


PSA, pra- 
op (ng/ml) 


1 


67 


2c 


0 


2a 


7 


9,9 


2 


66 


3c 


1 


3b 


9 


10, 6 


3 


69 


2c 


0 


2a 


6 


6,9 


4 


67 


3b 


0 


2b 


7 


9,5 


5 


63 


3a 


0 


3a 


8 


7,8 


6 |61 


3a 


0 


2b 


7 


22, 6 
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Tabelle 5: Vergleich der genetischen Alterationen zwi- 
schen verschiedenen Foci elnes Prlma.rt\XEaores 
und den aus Blut isolierten zirkulierenden 
Tumor-Zellhaufen 





Patient Nr.1 (39) 


Patient Nr.2 (85) 


Patient Nr.3 (50) 


LOCI 


Ziriiu- 
lierende 
Zellen 


Focus 
1 


Focus 
2 


Zirku- 

lierende 
Zellen 


Focus 
1 


Focus 
2 


Zirku- 
iierende 
Zellen 


Focus 
1 


Focus 
2 


D17S855 


horn. 


Horn. 


Horn. 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 




Kein 
LOH 




NEFL 


tiom. 


Hom. 


Horn. 


LOH 


LOH 


LOH 


hom. 


hom. 


hom. 


D13S153 


horn. 


Hom. 


Hom. 


mtMm 




LOH 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


D16S402 






LOH 
A1 




SKein--" 


LOH 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


D16S422 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


D10S541 


LOH 


LOH 


LOH 


hom. 


hom. 


hom. 




LOH 




D7S522 






Kein 
LOH 


hom. 


hom. 


hom. 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


D16S400 


hom. 


Horn. 


Hom. 


LOH 




Kein 
LOH 


hom. 


hom. 


hom. 


D8S258 






LOH 
A2 


hom. 


hom. 


hom. 




LOH 







Patient Nr.4 (54) 


Patient Nr.5 (11 


7) 


Patient Nr.6 (97) 


Loci 


Ziricu- 
lierende 
Zellen 


Focus 
1 


Focus 
2 


Zirku- 
lierende 
Zellen 


Focus 
1 


Focus 
2 


Zirku- 
lierende 
Zellen 


Focus 
1 


Focus 
2 


D17S855 


kein 
LOH 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


kein 
LOH 


kein 
LOH 


kein 
LOH 


kein 
LOH 


Icein 
LOH 


kein 
LOH 


NEFL 


kein 
LOH 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


hom. 


hom. 


hom. 


hom. 


hom. 


hom. 


D13S153 






Kein 
LOH 


LOH 


LOH 


LOH 


LOH 


LOH 


LOH 


D16S402 


kein 
LOH 


Kein 
LOH 


Kein 
LOH 


LOH 


LOH 


LOH 




LOH 




D16S422 


hom. 


Hom. 


Hom. 


LOH 


LOH 


LOH 


LOH 


LOH 


LOH 


D10S541 


hom. 


Hom. 


Hom. 


LOH 


LOH 


LOH 




LOH 




D7S522 


hom. 


Hom. 


Hom. 


hom. 


hom. 


hom. 


hom. 


hom. 


hom. 


D16S400 


hom. 


Hom. 


Hom. 






kein 
LOH 


hom. 


hom. 


hom. 


D8S258 


LOH 


LOH 


LOH 


hom. 


hom. 


hom. 


fe^'Kein|S: 


LOH 





hom.= Homozygot 

LOH = Loss of Heterozygosity 



Al = Allel 1 
A2 = Allel 2 
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Damit ist nachgewieseii/ dafi mittels der Analyse von Mi- 
krosatelliten DNS zirkuliertende Zellen bestimmten Foci 
eines . Primartumors xinmittelbar zugewiesen werden konnen. 

Damit ist es auch moglich, durch Untersuchung der im Blut 
zirkulierenden Tumorzellhauf en zu ermitteln, in welchem 
Stadium sich der Primartumqr befindet bzw. welchen Ver- 
lauf die Erkrankung bzw. eine therapeutische MaBnahme 
nimmt . 

b) Untersuchung eines Patientenkollektivs 

Weiterhin wurde die DNA des organbegrenzt-wachsenden Pro- 
statakarzinoms von 204 Patienten mittels der dargestell- 
ten Verfahren zur Bestimmung von VerSnderungen in poly- 
morphen DNS-Sequenzen untersucht. Eine Kopplung zwischen 
der Veranderung in einem polymorphen Marker und einem 
Funktionsgenen konnte gezeigt werden. Es wurde daher in 
Prostatakarzinomen die Marker D7S522, p 53, D8S522, NEFL, 
D10S541, D13S153, D16S400, D16S402, D16S422, D17S855 aus 
6 chromosomalen Lokalisationen untersucht. Mit Hilfe ei- 
ner non-parametrischen multivariaten statistischen Metho- 
de (hierarchic-agglomerative cluster analysis) wurden 
Klassen von Tumoren mit spezifischen MS Mutationen gebil- 
det (,, pattern recognition^') (Fig. 2) . 

Durch die mathematische Clusteranalyse wurden 3 Subgrup- 
pen mit bis zu 4 spezifischen DNS-Veranderungen herausge- 
arbeitet: 1. p53, D16S402 oder D16S400 {n=10) ; 2. D8S258 
und/oder NEFL, D13S153, D16S402 (n=9) 3. D10S541, D7S522, 
D13S153/ D16S400 (n==ll) - Eine eher seltene Kombination 
aus p53 und D13S153 (n=6) wurde in Tumoren Patienten mit 
signifkant frtlherem Erkrankungsalter im Vergleich zu al- 
ien anderen Patienten gefunden {X=59 Jahre; STD==4; X=64 
Jahre; STD=4; p=0.02). Die meisten Rezidive wurde hinge- 
gen in der Subgruppe 3 gef\inden (4/9) • 
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Man kaiin zusainmenf assend sagen, dass multiple genetische 
Entwickl\ings- und pr ogres sionswege ftir das Prostatakarzi- 
nom existieren mtlssen, die sich mit Hilfe der Kombination 
der untersuchten Marker indizieren lassen (Fig. 3) . Es 
ist festziahalten, dass die T\amorprogression mit einer ab- 
soluten Zionahme an DNS-VerSnderungen in polymorphen Se- 
quenzen einher geht. Trotzdem lafit sich an Hand der vor- 
Megenden Studienergebnisse eine Hierarchie der Genmuta- 
tionen ableiten, die zur Ausbildung klinisch bestiirimbaren 
Siabtypen des Prostatakarzinoms ftihren (Fig. 3) . So kann 
man bei p53, D10S541 und NEFL bzw. D8S258 von Initiati- 
onsmutationen sprechen und bei denen auf Chromosom 16q 
und 13q von Verstarkermutationen, die nicht primar eine 
Tumorprogression einleiten. 

Dieser Ansatz wurde auf den Vergleich der VerSnderungen 
von polymorphen DNS-Sequenzen zwischen dem Primartumor 
und den zirkulierenden Zellen an 24 Patienten tlbertragen 
(Fig. 4) . Dabei wurde gefunden, dafi die Freisetzung von 
Tumorzellen aus dem primaren Tiimor mit bestimmten Veran- 
derungen iii den polymorphen DNS-Sequenzen verbunden ist 
(Fig. 5) . Der Cluster mit dem Marker D10S541, der mit ei- 
ner frUhen Metastasierung in Zusammenhang steht wird auch 
bevorzugt in den Zellhaufen des Blutes gefunden. Dagegen 
stehen Veranderungen in dem Marker D8S258 einer Aussaat 
der Zellen in das periphere Blut entgegen (Fig. 6). Die 
Auswertung des krankheitsfreien Intervalls zeigt, das ei- 
ne Veranderung dieses • polymorphen DNS-Markers mit einer 
guten Prognose assoziiert ist (Fig. 6) . 

c) Beispiele fur den Nachweis eines Prostatakarzinoms 
tiber den Nachweis von Zellclustern im peripheren 
Blut der Patienten und die Vorhersage des Ergebnis- 
ses einer Prostatabiopsie 

Bei 19 Patienten wurden vor transrektal-sonographisch ge- 
steuerte Prostatabiopsie je 50 ml BlUt entnommen. Nach 
dem hier beschriebenen Verfahren wurden Zytokeratin- und 
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PSA-positive intakte kleinzellige Zellhaufen isoliert. 

Bei 8 Patienten ergab die Biopsie ein Prostatakarzinom 
(PCa) und bei 11 benignes Prostatagewebe (BPH) • Die Pati- 
enten wiesen folgende Seriam-PSA und Prostatavolumina auf : 



Charakteristika 


PCa-Patlenten (n=8) 


BPH-Patienten (n=11) 


t-PSA 


Mittelwert (Stdabw.) 


^0 (6.5) 


9,6 (4.3) 




Median 


6.9 


8.6 


F/t-PSA 


Mittelwert (Stdabw.) 


0.14 (0.07) 


0.15 (0.09) 




Median 


0,12 


0.12 


Prostatavol. 


Mittelwert (Stdabw.) 


45 ml (18) 


58 ml (15) 




Median 


46 ml 


60 ml 


CK+/PSA+-ZeUhaufen 


6/8 


3/11 



Wahrend t-PSA und f/t-PSA im Serum keine sichere Vorher- 
sage des Biopsieergebnisses erlaubten, ermoglichte die 
Untersuchung der Zellhaufen eine korrekte Vorhersage in 
14 von 19 der untersuchten Patienten (Effizienz der Un- 
tersuchung 74%) . 
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Priv.Doz. Dr. rer.nat. Burkhard Hermann Brandt 
Pat ent ansprtlche 

Verfahren zum Nachweis und zur Charakterlsierxing 
von Primartumoren bzw. einzelner Bereiche von 
Primartumoren/ 

dadurch g e k e n n z e i c h n e t^, dafi 
aus Probenmaterial darin befindliche Zellhaufen 
von TioiQorzellen isoliert bzw. angereichert 
und anschlieBend genetische Veranderungen der 
isolierten Zellhaufen analysiert werden. 

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet/ dalJ als Probenmaterial 
Zellkulturen, Blut, Urin oder Gewebeproben aus 
Primartumoren verwendet werden. 
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3. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprU- 
20 che, dadurch gekennzeichnet^ dafi polymorphe DNS 

des Primartumors oder einzelner Bereiche des 
Primartumors bzw. Veranderxingen hiervon erfaflt 
und mit entsprechender polymorpher DNS der Zell- 
haufen bzw. Anderungen hiervon verglichen wer- 
den. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprU- 
che, dadurch gekennzeichnet, daft die DNS der po- 
lymorphen Sequenzen D7S522, D8S133, D8S258, 

30 , D8S298, D8S265, NEFL, D10S541, D10S1765, 

D10S579/ D13S153, D16S400, D16S402, D16S413, 
D16S422, p53, BBl, BB2, CAII, CAIII, CAIV, CAV 
und/oder D17S855 analysiert werden. 
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che^ dadurch gekermzeichnet/ dafi die polymorphe 
DNS vor der Analyse vervielf aitigt wird. 

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daB die polymorphe DNS je- 
weils dreier polymorpher Sequenzen D7S522/ 
D8S258^ D161S400 oder NEFL,' D13S153, D17S855 oder 
D10S541/ D16S402,. D16S422 gemeinsam analysiert 
und/oder vervielf aitigt wird. 

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet/ dali die polymorphe DNS vor 
der Analyse mittels Polymerase-Kettenreaktion 
(PGR) vervielf aitigt wird. 

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die polyraorphen DNS 
unter Verwendung der folgenden Primerpaare ver- 
vielf aitigt wird: 

GCAGGACATGAGATGACTGA und GTTATGCCACTCCCTCACAC ( fUr 
D7S522) ; 

GTTTGAAGAATTTGAGCCAACC und TTCTTCTGCACACTTGGCAC ( fUr 
BBl+2 ) ; 

CTCGAGGTCTCATCCTCTTTCC und GCAGAGGTGCACAAAGGAGTAA ( fUr 
CAII) ; 

AGGCCCACAGAGGAGATAACAG und CAGGTGTGGTAGATGCCAAAGA (fUr 
CAIII) ; 

GCAACTTATCCAAACCCTGACC und AGAGTGGACTAGGAAATGCTAGGAG 
(CAIV) ; 

AGTTCCTGACTGGGAATTCGAT und TTGGCCAAATTACACACCTTTG (filr 
CAV) ; 

TTCCATTTGTCTCGGTT und AGTCTCCTCGTCTCACACCT (fUr D7S2550) ; 
CAGTGCTGGAGTTGTTCAAG und CTGGGAGTCAAGTGTTTTGG (fUr 
D7S2429); 



TGCTAAGTCTTGATTTTGCC vind AACGGTCATCTGTGTTCG (fttr 
D7S2467); 

GGTGTTTGTGTCATTACGCT und TTTGCTGTAGAGGATGCAAT (fUr 
D7S478) ; 

TTCGGGCTCTCTGTTATAAA und CCGAAGCAGGATTTTATTTC (fUr 
D7S670) ; 

AGCTGCCAGGAATCAACTGAGAG und GATGCTCACATAAAGGAGGGAGG (fUr 
D8S258); • 

CCAATACCTGCAGTAGTGCC und GAGCTGCTTAACACATAGGG (ftir NEFL) ; 
CACCACAGACATCTCACAACC und CCAGTGAATAGTTCAGGGATGG (fiir 
D10S541) ; 

AGGGTTATGTATAACCGACTCC und GTCTAAGCCCTCGAGTTGTGG (fUr 
D13S153); 

GGTTCACAATTGGACAGTAT und GAACCCTCCATGCTGACATT (fUr 
D16S400) ; 

GTACCCATGTACCCCCAATA und CA7VAGCACCACATAGACTAA (fUr 
D16S402) ; 

GAGAGGAAGGTGGAAATACA und GTTTAGCAGAATGAGAATAT (ftir 
D16S422) ; 

AATAAATTCCCACTGCCACTC und ATCCCCTGAGGGATACTATTC (fur 
p53) ; 

GGATGGCCTTTTAGAAAGTGG und ACACAGACTTGTCCTACTGCC (fiar 
D17S855) • 

Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daii die erzeugten verviel- 
faltigten DNS-Fragmente mittels Kapillarelektro- 
phorese getrennt und analysiert werden. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi zur Isolierung 
bzw. Anreicherung von Tumorzellen aus dem Pro- 
benmaterial Cytokeratin-positive lind/oder fUr 
gewebsspezif ische Proteine positive epitheliale 
Zellen isoliert bzw. angereichert werden. 
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11. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch/ da- 
durch gekennzeichnet, aus dem Probenmaterial/ 
gegebenenf alls nach Homogenisierung in einem La- 
sungsmittel/ 

mittels Dichtegradientenzentrifugation epithe- 
liale Zellen angereichert werden und 
von den angereicherten Zellen mittels immunoma- 
gnetischer Zellisolierung Cytokeratin-positive 
und/oder ftir gewebsspezif ische Proteine positive 
Zellhaufen abgetrennt werden. 

12. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafi als Medium fur die 
Dichtegradientenzentrifugation ein hyperosmolar 
res Medium verwendet wird. 



13. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dal3 als hyperosmolarer 
Puffer mindestens eines der folgenden Medien 
13,8 % (Gew/Vol) Natriumdiatrizoat und 8 % 
(Gew/Vol) Dextran 500 in H2O (Polymorphprep) 
Oder 

13 % (Gew/Vol) Nycodenz, 0,58 % (Gew/Vol) NaCl 
und 5 mM Tricine-NaOH pH 7,4 in H2O (NycoPrep) 
verwendet wird. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprll- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi die genetischen 
Veranderungen der isolierten Zellhaufen mittels 
Clusteranalyse analysiert werden. 



15. Verwendung eines Verfahrens nach einem der vor- 
hergehenden Ansprache zur molekularen Charakte- 
risierung von Tumoren oder Tumorber^ichen oder 
zur Bestimmung der Klonalitat von aus Probenma- 
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terial isolierten Zellhaufen sowie z\ua Nachweis 
eines Tumors zur Bestiiamung des Tumor stadiiams, 
des Metastasieirungspotentials^ der Therapiebe- 
dUrftigkeit/ der Therapierbarkeit eines Tumors 
Oder eines Bereiches eines Tumors sowie der Ver- 
lauf sprognose der Erkrankung bzw. einer Thera- 
pie. 

Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch zum 
Nachweis und/oder zur Charakterisierung von Tu- 
moren oder Tiomorbereichen von Mammakarzinomen, 
Ovarialkarzinomen, Kolonkarzinomen, Magenkarzi- 
nomen, Prostatakarzinomen und/oder Blasenkarzi- 
nomen . 
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PAP Zellendurchmesser Oberslcht 




Fig. 1A 



2/8 



DAP I Zellendurchmesser Obersicht 




6,27 Maximum 




0,00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 



Abstand [pm] . 



Fig. 1B 
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